
















































































































































































































































1. A. tumefaciens (pGV3850 : pKC7KN)




















































































































































































EDTA ･ Na2　　　　　　　　　　　37.3 mg




































































K3 medium (0.4M sucrose)　100　m1
1.4% cellulase R-10　　　　　　　1.4g
トランスジェニック植物の作出法について　15
0.4% macerozyme R-10　　　　　　0.4 g
室温で充分に撹はんし,酵素を溶かす｡ 8,000rpm lO分間遠心分離
し,不溶成分をのぞいてから上清をろ過滅菌する｡




































































































































































































































































































Mops (あるいはHepesトKOH緩衝液(pH7.2), 0.2% BSA (脂肪酸フ
リー)を含む｡ペックマンスウィングローターSW25-3 (SW27-1) k遠
心チューブ(または,これと同等のもの)に,最下層からA: 4m1600/. (Ⅴ/
v),B: 4m145% (Ⅴ/v),C: 4m128% (Ⅴ/v),D: 4m15% (Ⅴ/v)パーコー
ル溶液を,順次パスツールピペットで界面が乱れないように,遠心チュー
ブの内壁を伝わらせて重層する｡ 1mlの粗ミトコンドリアを最上層に重層
















































































れている｡活性測定の反応溶液組成は, 0.3Mマニトール, 5mM MgC12,

















座竺3)a' 滅$5&"r�lp/oぐー 棉7F�FS2"�JRCR" 
バーコール ′ヾ-コール l l′ヾ-コール �3#��2.7--2.9 ��紕ﾒﾓ"綯�238 �"紕ﾓ"綯�
445 迭���2.6 田�r�2.5 
438 唐縒�2.3 鉄#R�2.5 
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遺伝子産物 ゲノムサイズ(kb) 倅�?ｹ:饂��酵母 俘)9���Z��
14-18 都2ﾓ�"�2()0-2500 
リボソームRNA 大サブユニット ��e2�21S �#e2�
小サブユニット ��%2�#"�15pS ���2�
5S �+ 偖ﾂ




アポシ卜クロムb F.Fo-ATP合成酵素 αサブユニット 調�ｲ�+ + 偖ﾂ���
サブユニット6 剪ｲ�
サブユニット8 偖ﾂ�b���+ 調�
サブユニット9 リポソーム結合蛋白質- VarⅠ/S5 �+ + 3 偖ﾂ���








電子伝達系 �5H7X8h6ｨ6(6xﾈｸﾘy&�I(�WF2��遺伝情報の発現 シンクロムb,シンクロムC酸化酵素 侘Hｷ｢�



















































MLARTAAIRSLSRTL I NSTKAARPAAAALASTRRLASTKAOPTEVSS I LEERIKGVSDEANLNETGRVLAVG【Xi工人
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
Fu HGLDEVMAGELVEFEEGT IGエALNLESNNVGVVLMGDGLL IQEGSSVKATGRIAQI PVSEAYLGRV INALAKPI
R I HGLADCPKX;EM工S LPGNRYA I ALN LERO SVGAVVMGPYADL AEGMKVKC TGR I LEVPVGRGL LGRVVNT LGAP I
RVYGLNEIQAGEMVEFASGVKGIALNLENENVG I>VFGSDTA n(EGDLVKRTGS IVDVPAGKAMLGRVVDALGVPI
RVFGLNQAEELVEFSSGVKg7飴"LEPGQVGIVLFGSDRLVKEGELVKRTGMVD>PVGPGLLGRVVDALq",冒工
DGRGEISASEFRLIESAAPGI ISRRSVYEPLQTGLIAIDSMIPIGRGQRELI IGDRQTGKTAVATDTILNくX)G()N-
DGKGPLDHDGFSAVE:A I APGVエEROSVDQP>OTGYKAVDSMエP I GRGQ{ELI IGORQTGJ<TALAIDAI INQRDS-
DGKGALSDHERRRVEVKAPGI I ERKSVHEPqTGLKAVDSLVPIGRGQRELⅠ IGDROTGKTAIAIDT I LNQKCMNR
DGKGPI DAASRSRAQVKAPGI LPRRSVHEPVQTGLKAVDALVPIGRGOREL Ⅰ IGDRQTGKTAVALDT rLNQKFMNN
200
-V1 - - - - Ⅰ -CVYVA IGQKASSVAOVVTTLQE-RGAMEYTエVVAETADSPATLQYLAPYTGAALAEYFMYRERHTLI
GI - - -K1 - -CIYVAIGQKAST工SNVVRKLEE-HGALANT IVVVATASESAALQYLARMPVALMGEYFRDRGEDALI
GTNESETLYCVYVAIGQKRSTVAQLVQl LSEA-NALEYSMLVAATASOPAPLQFLAPYSGCAMGEYFRDNGMHAL I
GSDESKKLYCVYVAVGQKRST2VgLVQTL -EQHDAMKYS 1 IVAATASEAAPLQYLAPFTAAS IGEWFRDNGJ(HAL I
300
I YDDPSKQA()AYRqMSLLLRRPPGREAYLGDVFYLHSRLLERAAKLSSS-L- - - -GE -一一- -GSMTALPI>ETQS
I YDDLSKQAVAYRQI SLLLRRPPGREAFPGDVFYLHSRLLERAARVNAEYVEAFTKGEVKGKTGSLTALPI I ETQA
I YDDLSKQAVAYRqMSLLLRRPPGREAFPGDVFYLHSRLLERAAKRS -D- - --QT- --I-G-AGSLTALPVIETQA
VYDDLSKASLAYRQLSLMLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKLS-E- - I - - 1K-E--G-SGSLTALPVIET(Xi
350
GDVSAY I PTNVI SITDGQIFLSADLFNSGZ RPA INVGI SVSRVGSAAQIKAMKQVAGJ(LKLELAQFAELEAFAQFA
GDVSAFVPTNVI SITDGqIFLETNLFNAGZ RPAVNPGI SVSRVGGAAOTY IMKMLSGGIRTALAQYRELAAFSqFA
GDVSAY IPTNVZ SIT【X∋QICLETELFYRGI RPAINVGLSVSRVGSAAQLKAMKQVCGSSlくLELAQYREVAAFAQFG
GDVSAY I PTNVZ S I T【)ら()IFLEAELFYKGI RPAINVGLSVSRVGSAAQVKALKQVAGSLKLFLAOYREVAAFAQFG
400
SDLDlくATQNQLARGQRLRELLKQSQSAPLTVEEQIMT IYTGTNGYLOSLEVGQVRKFLV∈LRTYLKTNKPOF-QE I
SOL DOATRlくQLDHGQKV T E L L KQKQYAPM SVA(X)S LVL F AAERGY LADVE LS K ∫ G SF EAAL LAYVORDHAPLMOE工
SDLDAATqALLNRGARLTEVPKQPQYEPLP工EKQIVVIYAAVNGFCDRMPLDRI SQYEKNI LST INPELLKSFLEK
SDLDAEKQTLVRGQRLTQLLKQ"QYSPLA'EEQSMIトAGV"GHSGWYELSR IGEFESSFLSYLKS"H"ELLTE I
500
I SSTKTFTEEAEALLKEAIQEqdDRF I LQEQA




















MR I NPTT SGSGVSTLEKKNPGRVVQI IGP>LDVAFPPGKNPMI YNAL∨∨- l lO
MR I NPTT SDPGVSTLEKKNLGR I AQI IGPVLNVAFPPGKMPN I YNAL I VK I - -
MRTNPTTSRPGI STIEEKSVGRIDOI IGPVLDITFPPGKLPYIYNALl>KS一一
SPSPKAGATTGRIVAVIGAVVDVOFDEGLPP- ILNALEV- - -Q
MATGK I VQVIGAVVDVEFl:て)DA>PR>YDALEV - - O
MVLPRLYTATSRAAFKAAKQSAPLLSTSWKRCMASAAOSTPITGKVTAVIGAIVDVHFEQSELPAILNALEエKTPQ
1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
GRDS>GQP 1 NVACEV(〕QLLGNNRVRA I AMSATEGLTRGMEV I DTGAPI SVPVGGATLGR I FNVLGEPVDNLGPVDT
GROTAGQPMNVTCEV()QLLGNNRVRAVAHSATDGLTRGHEVI DTGAPLSVPVGGPTLGFu FNVLGEPVDNLRPVDI
- RDTADKQ I NVTCEVQQLLGNNRVRAVAMSATEGLMRGMEV I DTGTPLSVPVGGATLGR IFNVLGEPI DNLGP>DT
GRETR- - - I-LVLEVAQHLGESTVRTIAMDGTEGLVRGQKVLDSGAPIRIPVGPETLGRIMNVエGEPエDERGPIKT
NGNER -一一一一LVLEVO()OLGGGIVRT IAMGSSDGLRRGLDVKDLEHPI EVPVGKATLGR I MNVLGEPvDHKGE I GE
GK=一一一一一一LVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEGLVRGEK>LDTGGPISVPVGRETLGRIエNVIGEPIDERGPIKS
l(X)
ST TSPZ HRSAPAF 10LDTKLSIFETGIE>VDLLAPYRRGGKIGLF'GGAGVGKTVLIMELINNIAKAHGGVS>FGGV
RTTSPIHRSAPAFTOLDTKSLlFFTGIK>VNLLAPYRRGGKIGLFGGAGVGKTVZ IMELINNIAKAHGGVSVFGGV
SATFPZHRSAP^F I ELDTKLSIFFTGtKVVDLLAPYRRGGKIGLFGGAGVGLTVLIMELINNIALAHGGVSVFGGV




GERT REGNDLYMEMKE SGVI NEEN I AE SKVALVYGOMN∈PPGARMR>GLTALTMAEYFRO>NEQD>LLF I DNエFRF
GERTREGNDLYMEMKESGV I NEON I AE SKVAL>YGOMNEPPGARMRVGLTALTMAEYFROVNEQOVLLF I DN I FRF
GERTREGNDI YMEMJ(ESGVVNEKN I EE SLVALVYGQMNEPPGARMRVGLTALTMAEYFRDVNKQOVLLFエDNLFRF




VQAGSEVSALLGRMPSAVGYOPTLSTEMGSLQERエTSTKEGS I T S IQAVYVPADOLTDPAPATTFAHLDATTVLSR
VQAGSEVSALLGRMPSAVGYQPTLSTEMGSLQER I TSTKEGS I TSLQAVYVPADDLTDPAPATTFAH.LpATTVL SR
VOAGSEVSALLGRMPSAVGYOPTLSTEMGSLQER I TSTLLGS I TSLQAVYVPADDLTNPAPATTFAHLDATTVL SR
TQAGSEVSALLGR 1 PSAVGYQPTLATNMGThqER I TTTKIくGS I TSVQAIYVPADDLTDPAPAVTFAHLDATTVLSR
T LAGTE>SALLGRMPSA>GYQPTLAEEトGVLQER I TSTLTGS I TSVQAVYVPADDLTCIPSPAT TFAHLDATVVL SR









F L SQPFFVAEVF TGSPGKYVGLAET I RGFQL Ⅰ LSGELDGLPEQAFYLVGNエDEATAKAHNLEME SNLKK
FLSQPFFVAEVFTGSPGKYVGLAETIRGFOLILSGEYDSLPEQAFYLVGNエDEATAKNOJLEMESKLKK
FLSQPFFVAEVFTGSPGKYVGLAETIRGFQLILSGEYDGLPEQAFYLVGNIDEASTKAINLEEESRLKK
F L S()PFOVAEVF TGHLGKLVPLKET I KGFOqI LAGEYDHLPEQAFYMVGP I EEAVAKADKLAEEHS
F L SOPFFVAEVF TGSPGKYVSLKDT I RGFKGIMEGEYDHLPEQAFYMVGS I EEAVEKAKJ(L
F L SOPFA>AEVF TGI PGKLVRLKDTVASFKAVLEGKYDN IPEHAFYMVGGI ED>VRKAEKLAREAN
4 50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　500
38
A･nlno Te-lnus Sequence of Hltochondrlal Pro⊂eln (Yeast)
Net
i       +             + 10       ◆                  20+亡hA
F1-alpha　"et Leu A1a Arg Th.r AIL Ala Iュe Arg Ser Leo S三r Arg Thr Leo I三e ABn Ser Tb.r Lys　'4
Fl-beta Her Val Leo Pro Arg L三u Tyr Thr Ala Thr Ser Ar且Aia Ala Phe Ly8 Aia A王a Ly写Cln　'4
Cyt:o⊂hrDtne E_　Met Thr Thr Ala Val Arg Leu Leo Pro SET Leu Gly Are Thr Ala H18 Ly8 Are Ser Leu　　　+4
percxldase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　+
EF-Tu HeC SET Ala Lew Leo Pro Arg Leu Leu Thr Arg Thr Ala Phe Lys Ala Ser Cly Ly8　Leu　　　叫
+　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　　　　　+
CytochrotDe C Me亡　Leu Ser Leo Arg Gin SET lle Arg Phe Phe Lys Pro Ala Thr Arg Tbr Leu Cy8　Ser　　　+4
0xldaSe IV　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　+　　　　　　　　　　　　　　　+　　十
PUT 2　　　　　　Met Leu Ser Ala Arg Cys Leu Lys SET lle Tyr The Ly8　Arg SET Phe SET GITt Leu Gly　　　+4
+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
Alcohol DH Met Leu Arg Tbr Ser Thr Leu Pわe Thr Arg Arg Val Glrl Pro Ser Leu Phe Ser Arg ASn　　　+4
ⅠⅠⅠ                 +      +             +         +                          +
Cytochrozne b2　Met Leu Ly8 Tyr Lys Pro Lew Leu Ly8 Ile SET Lys Am Cy与Glu Ala Ala lleLeu Arg　　叫
+　　+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+
CytochroTne b Met Val Ash Trp Gュn Thr Leo Phe Met Val Ser Leu Arg Arg Gュn Gly Ser SET S一空r Arg　　　+)
nRFZA proc.enz.　　　+　　　　　　　　　　　　+　　　　+
70 i OH戸 Met Ly等Ser The lle Thr Arg Ash Lys Thr Ala lle Leo Ala Tわr Val All Ala Thr Gly　　　+3
+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+
Cytochromt!　　Het Pro GITI Ser Phe Thr SET lle Ala Arg Ile Cly A叩Tyr lle Leu Ly8 Ser Pro Vdl　　　十1
bc;i.三三.三De Met Asp Met Leu ｡iu v｡1 Gュn ｡1u T,r HIs Clu G上n LeuLys Ile Thr Val Val Pro Val　_,◆
誌も/ iipk Met Ser His Thr CIu Thr Cln Tbr Clrl Gュn Ser H19　Phe Gly Val A叩　Phe Leu Net Gly　　　-2
亡arrler　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　l
Porlne Met Ser Pro Pro Val Tyr SET Asp lle Ser Arg Ash lle A8n A叩Leu Leu ABn LyS AJ=p　　-1
図3　ミトコンドリア蛋白質のアミノ末端付近の構造(酵母)｡
文献3より一一郡改変｡
EF-Tu : Elongation factor Tu.
































-ATT TAC CCT Gc九 GTG CAT CCC GTC GTT TTA-
He Tyl Pro Ala VaI Asp Pro Val Vat Leu
377　378　379　380　381 382












ATG CTT TTG CCA AGA CTA TAT ACT GCT ACA TCC CGT GCT GCT TTT AJu CCA GCC AAA CA人 TCC GCT CCG CTT CTA TCC ACT
IDet Val leu pro are leo ty-hr Ala thr Ser丘rg ala ala phe lys ala ala Ly8 Gュn SET Ala Pro Leo Leu Ser Thr
31　　　　　P,uII　　　　　　41Z15　　　　　　　　　　　　51
TCG TCG AAA AGA TGT ATG GCC TCA GCT GCT CA人 TCT ACT CCA ATC ACC GGT AAA GTT ACC GCT GTC Am GGT GCC AてT CTT
ser trp ly=rg eye tDet al‥er 81a als gln且er thr pro ll-hr g1y ly8 VAl thr ala va1 lie Sly ala lュe val
z14　　　　61　　　　　　　　　　　　　　71　　　　　　　　　　　　　　81
GAG GTT CAT TTT GAA CA人 TCA GAG TTG CCC GCT ATT TTG AAC GCT TTA GAL ATT仙A Ac上 CCT CAA GGT 人AG TTG GTT TTC
asp val hlS phe 各lu glnさer 各lu leu pro al且11e leu aBn all leu 各lu lュe ly6 thr pro名ln sly lyB leu val leo
91 Z13　　　　　　　　　Kpnl 101 Z12
CAA Gm GCT CAA CAT TTG GGT GAA AÅc ACT GTC AGA ACC ATT GCT ATC GAT GGT ACC CAA GGT TTG GTC CCT GGT GAA AAC
gluval alA gュn h18 leo Sly 各lu 4Sn 【hr val arg thr lie Alamet 88p g1y thr glu阜1y leu val arg gIy 各lu ly8
111　　　　　　　　　　　　　121 Zll　　　　　　　　　　　13l
GTT CTr GAC ACT GGT GGC CCT Arc TCC GTC CCA GTT GGG AGA GAA ACT TTA GGC AGA ATC ATC AAC CTT Ate GGT GAA CCT
v31 1eu asp thr sly 各ly pro lie 8erVal pro val Sly arg 各lu thr leo 各ly ar8 lle lュe ash Val lュe 各ly 各lu pro
141　　　Z10　　　　　　　　　151　　　　　　　　　　　　　　161
AてT CAT GAA AGA GCT CCA ATT AACTCC AAA CTA AGA AAG CCA ATT CAC GCA GAC CCT CCT ACT TTT GCA GAL CAA TCT ACT
ile asp 各lu arg 各ly pro lie lyS Ber ly6 1eu Arg ly8 Pro lュe hlB al且aSp Pro pro Ser Phe a18 各lu glrL Bet thr
171Z9　　　　　　　　　　　　181
TCG GCT GAA ATr TTG GAA Ac九 GGで▲TC AAA GTC GTC GAで CTA TTA GCT CCT TAT Gce AGA GGT GGT AAG ATT GGT CTT TTC
ser all glu l上e leu glu thr Sly l上e lys val vAl asp leo leu ala pro tyr JILL arg 各ly 各ly lyB lュe Sly leu phe
191　　　　　　　　　　　　201　　　　　　　　Z8　　　21"col Z7
GGT GGT CCA CGT GTC GGT AAG ACT CTG TTC AてT CA人 GAA TTG ATT AÅc AAT ATC Gce AAG Gce CAT GGT CGT TTr TCC GTT
かy Sly al血 Sly vAl 各ly ly-hr val The lie glt1 各lu leo lュe A8n且Sn llHla IyB 'la hls 各ly Sly ph日吉r va1
221　　　　　　　　　　　　　231　　　　　　　　　　　　　241Z6
TTC ACC GGT GTT GCT CAR AGG ACC AGA CAC CGT 人AT GA〔 TTG TAG CCT GAA Ate AAG CA人 ACT GCT GTC ATT AÅc TTC CAA
pheとhr gly v81 Sly glu且rg thr arg 各lu 各ly a且n asp leu tyrarg glu tDet lys glu thr鳥Iy val lle且Sn leu glu
251　　　　　　　　　　　　　　261　　　　　　　　　　　Z5
CCT GAL TCC AAG GTC CCC TTA CTT TAG GGT CA人 ATG AÅc GAA CCT CCA GGA Gce AGA Gce AGA GTC GCT TTA ACT GGT TTG






次に,これらの融合遺伝子を野生株酵母SEY2102 (α, ura3-52, leu21

































pβ △29T371.1　　　　　　　　　　･■一･･~ ･･■-::. : ･■: ･ -:∴
pβ △36141T.1　　　　　　　　　　:::･:･:･:･ L ･ ･--･∴
pβ △35G50ZI

































































































































ゴ酸脱水素酵素(MDH,マトリックス), Adenylate kinase (膜間腔),
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b上流には, 16S rRNAの3′末端付近と相補的である, SD配列が存在し
ていた｡また,トウモロコシのLSとの相同性は,アミノ酸レベルで92%,
βサブユニットでは,トウモロコシと97%,小麦と96%,大麦と97%であ
り,LSよりもβサブユニットのアミノ酸配列の万が,植物間で保存されて
いることがわかった｡
LS遺伝子, β遺伝子,共にそのプロモーター配列は,トウモロコシや小
麦,大麦とほとんど同じであったが, LS遺伝子の5′flankingregionを比
較すると,トウモロコシにのみ,他の3植物と異なる配列が見つかり, C3
植物とC｡植物のLS遺伝子発現機構の差異を考える上で興味深い結果が
得られた｡
またLS遺伝子の転写集結点付近にはStem & loop構造が取られるよ
うである｡この構造はRNAに転写されたときに非常に安定であることが
わかっている｡
.11L1
8)ミトコンドリアDNAの構造
~股に高等植物のミトコンドリアDNAは均一な分子ではなく,マス
ターコピーから組替えにより種々の環状分子が現れると考えられているo
したがって,制限酵素などで切断すると多数の断片が現れゲノムサイズが
非常に大きいとされてし1る｡このミトコンドリアDNAにはエネルギー虐
生や雄性不稔に関係がある遺伝子が納められT/いるといわれている｡そこ
で私たちはイネ切緑葉からミトコンドリアDNAを単離し,この断片を入-
DNAにクローニングした｡現在ミトコンドリアのクローンを重ねて,環状
DNAの物理地図を作製中である｡
r　＼I lt･＼.＼･l_＼･/.1･＼.I-～.＼･lt･＼.＼･＼-/　＼-･･/,I.I/_＼･＼.＼･＼.～.L
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